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Neue hCL-4-Mutantenproteine als Antagonisten oder partielle Agonisten des 
humanen Interleukin 4 

Die vorliegende Erfindung betrifFt neue hIL-4-Mutantenproteine, Verfahren zu 
ihrer Herstellung, sowie ihre Verwendung als Arzneimittei, insbesondere bei 
iiberschiefienden fehlgesteuerten Immunreaktionen und Autoimmunerkrankungen. 

Aus der PCT WO 93/10235 sind bereits therapeutische Mittel, die Antagonisten 
oder partielle Agonisten des hIL-4 sind oder diese enthalten, wobei die 
Antagonisten oder partiellen Agonisten hIL-4-Mutantenproteine sind, bekannt. 

Humanes Interleukin-4 (hEL-4) ist eines unter den zahlreichen Cytokinen, die die 
Proliferation, die Reifung, das Uberleben und die Differenzierung lymphoider und 
myeloischer Zellen induzieren und koordinieren. Insbesondere ist hDL-4 an der 
IgE-mediierten Immunreaktion beteiligt und beschleunigt direkt die Proliferation 
von Thymocyten und aktivierten T-Zellen. Man konnte ein hochaffines EL-4- 
Rezeptorprotein mit Mr 140 000 identifizieren, welches gemaB seiner cDNA- 
Sequenz aus 800 Aminosaureresten besteht. Dieses gehort zu einer kurzlich 
beschriebenen Gruppe von Rezeptoren, die man als Hamatopoietin-Rezeptor- 
Superfamilie bezeichnet. 

Die Aminosauresequenz des reifen IL-4 besteht aus 129 Resten, wenn man die 
klonierte cDNA zugrundelegt. Die cDNA ist in E.coli und Hefe exprimiert 
uorden Aus diesen Quellen kann rekombinantes IL-4 mit hoher biologischer 
Aktiwtat gcwonncn werden. 
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Aminosauren stehen im Rahmen der Erfindung im allgemeinen fur 
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wobei zur Vereinfachung die Konfigurationsbezeichnung unterbleiben kann. 

Unter Nicht-Protein-Polymere versteht man z.B. Polyethylenglycol, Poly- 
propylenglycol oder Polyoxyalkylene, wie sie in den US-Patenten Nr. 4.640.835, 
25 4.496.689, 4.301.144, 4.670.417, 4.791.192 oder 4.179.337 beschrieben sind. 

Unter Glycosylierung versteht man die Verknupfung eines Kohlenhydratgeriistes 
an die Seitenkette eines Asparaginrestes ("N-Glycosylierung") oder die Kopplung 
eines Zuckers, bevorzugt N-Acetylgalaktosamin, Galaktose oder Xylose an Serin, 
Threonin, 4-Hydroxyprolin oder 5-Hydroxylysin (O-Glycosylierung). 

30 Bevorzugt sind hIL-4-Mutantenproteine, in welchen die Aminosaure 124 (Tyrosin) 
und 0 bis zwei weitere Aminosauren an den Positionen 121, 122, 123, 125, 126, 
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In jungster Zeit ist bereits ein monoclonaler Antikorper bekannt geworden, der 
gegeniiber dem menschlichen Interleukin-4 antagonistische Eigenschaften aufweist. 
Dieser Antikorper enthalt ein Fab-Fragment und wird von einer Mensch-Mensch- 
Hybridomazellinie produziert. Auch eine Hybridomazellinie aus Milzzelleh einer 
5 gegen (nicht-)glycosyliertes menschliches IL-4 immunisierten Ratte produziert 
monoclonale Antikorper gegen hEL-4. 

Die Rolle des Interleukin 4 bei allergischen Prozessen lafit hoffen, dafi Substanzen, 
die Interleukin-4 vermittelte Prozesse inhibieren oder mit dem hEL-4 konkurrieren, 
die krankheitsauslosende Reaktionskette unterbrechen. 

10 In DE 41 37 333 Al sind hEL-4-Mutantenproteine beschrieben, bei denen an einer 
oder mehreren der Positionen 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127 oder 128 die 
dort naturlicherweise im Wildtyp auftretende(n) Aminosaure(n) gegen eine bzw. 
mehrere andere der moglichen natiirlichen Aminosauren ausgetauscht ist. Diese 
b.EL-4-Mutantenproteine sind Antagonisten oder partielle Agonisten des humanen 

15 IL-4. 

Die vorliegende Erfindung betrifft nun neue hIL-4-Mutantenproteine, die 
Antagonisten oder partielle Agonisten des humanen Interleukin-4 sind, in welchen 
zusatzlich zu dem/den Austausch/en an den Positionen 120, 121, 122, 123, 124, 
125, 126, 127 oder 128 weitere Modifikationen des hEL-4-Proteins durchgefuhrt 
20 worden sind. Diese Modifikationen werden durchgefuhrt, um die Stabilitat des 
hIL-4-Mutantenproteins zu erhohen, um die biologische Halbwertszeit zu 
verlangern oder um das Herstellungs- und Reiningungsverfahren zu erleichtern. 

Dazu werden an einer oder mehreren Positionen, die dort naturlicherweise im 
Wildtyp auftretenden Aminosauren deletiert bzw. durch andere Aminosauren 
25 ersetzt, oder es werden zusatzliche Aminosauren - auch an C- oder N-Terminus - 
eingefugt, oder eine oder mehrere der Aminosauren werden mit verschiedenen 
Nicht-Protein-Polymeren, wie z.B. Polyethylenglykol und dessen Derivaten- oder 
durch Glvcosylreste substituiert. 
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Hinsichtlich der Durchnumerierung des den maturen Bereich von hIL-4 
kodierenden DNA-Bereiches wird hier Garr. C. et al., Biochemistry 1991, 30, 
1515-1523 gefolgt. 

cDNA, die den maturen Bereich von hIL-4 kodiert, kann durch das Ausschneiden 
5 eines EcoRV/BamHI-Fragment aus einer gentechnologisch hergestellten cDNA 
(z.B. von Britisch Bio-Technology Ltd., Oxford, England) gewonnen werden. Das 
DNA-Fragment wird unter Zusatz von synthetischen Oligonucleotiden, z.B. 5- 
CATGCACAAGTGCGAT und 5'-ATCGCACTTGTG, welche die ersten 4 
Aminosaure-Codons von Interleukin-4 und zusatzlich das Codon fur das Start- 
10 Methionin enthalten, in einen Expressionsvektor integriert, beispielsweise zwischen 
die Ncol- und BamHI-Schnittstellen des Expressionsvektors pR Ts pRC 109 [vgl. 
Wei gel, U., Meyer, M. und Sebald W. (1989) Eur. J. Biochem. 180, 295-300]. 

Aminosauresequenz-Varianten von IL-4 werden durch Einfiihrung geeigneter 
veranderter Nukleotide in die EL-4-kodierende DNA oder durch In-vitro-Synthese 

15 der gewiinschten IL-4-Form erzeugt. Zu solchen Varianten gehoren z.B. 
Deletionen oder Insertionen oder Substitutionen von Resten innerhalb der DL-4- 
Aminosauresequenz. Dabei ist zur Erzielung des Endkonstrukts jede Kombination 
aus Deletion, Insertion und Substitution zulassig, vorausgesetzt daB das 
Endkonstrukt die gewiinschten Merkmale aufweist. Die Aminosaureveranderungen 

20 konnen auch die post-translationale Prozessierung von EL-4 verandern: z.B. konnen 
durch Insertion, Deletion oder anderweitige Beeinflussung der Leader-Sequenz des 
nativen IL-4 die Anzah! oder die Positionen der Glycosylierungsstellen, die 
Eigenschaften der Membranverankerung und/oder die intrazellulare Lokalisation 
von IL-4 verandert werden. 

25 Bei der Konstruktion von Aminosauresequenz-Varianten von IL-4 hangen die 
Lokalisation der Mutationsstelle und die Art der Mutation von der (den) zu 
verandernden Eigenschaft(en) von IL-4 ab. Die Mutationsstellen konnen einzeln 
oder in Reihe verandert werden, so z.B. durch (1) Substitution zunachst mit 
konservativ ausgewahlten Aminosauren und danach mit radikaleren Wahlmoglich- 

30 keiten in Abhangigkeit von den erzielten Ergebnissen, (2) Deletion des Target- 
Rests oder (3) Insertion von Resten in der Nahe der lokalisierten Stelle. 
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127 oder 128 gegen eine der moglichen natiirlichen Aminosauren ausgetauscht 
sind, und bei welchen zusatzlich der N- und/oder C-Terminus des Molekuls 
modifiziert ist und/oder ein oder mehrere Polyethylenglycol-Molekiile kovalent an 
das Molekiil gebunden sind und/oder im Molekiil vorhandene 
5 Glycosylierungsstellen teilweise oder vollstandig deletiert sind. 

Besonders bevorzugt sind hIL-4-Mutantenproteine, in welchen die Aminosaure 124 
(Tyrosin) gegen Asparaginsaure und 0 bis eine weitere Aminosaure an den 
Positionen 121, 122, 123, 125, 126, 127 oder 128 gegen eine andere der 
moglichen Aminosauren ausgetauscht sind, und bei welchen zusatzlich der N- 
10 und/oder C-Terminus des Molekuls modifiziert ist und/oder ein oder mehrere 
Polyethylenglycol-Molekiile kovalent an das Molekiil gebunden sind und/oder im 
Molekiil vorhandene Glycosylierungsstellen teilweise oder vollstandig deletiert 
sind. 

hIL-4 laBt sich als rekombinantes Protein (rhEL-4) gentechnisch, z.B. in E.coli, 
15 erzeugen. Das dabei gebildete Protein lafit sich solubilisieren, renaturieren und 
isolieren. Das rhIL-4 besitzt dann eine hohe spezifische biologische Aktivitat, die 
z.B. durch Messung der DNA-Synthese/Proliferation von aktivierten T-Zellen oder 
der CD23 Expression von aktivierten B-Zellen bestimmt werden kann [vgl. Kruse, 
N. et al. (1991) FEBS Lett. 286, 58-60; Kikutani, H. et al. (1986) Cell 47, 
20 657-665]. 

Zur Beschaffung von cDNA, die einen DNA-Bereich umfaBt, der den maturen 
Bereich von hIL-4 kodiert, oder die den maturen Bereich von hIL-4 kodiert, wird 
auf Yokota, T., Otsuka, T., Mosmann, T., Banchereau, J., DeFrance, T., 
Blanchard, D., De Vries, J.E., Lee, F. and Arai, K.I. (1986) Proc. Natl. Acad. Sci, 

25 USA 83, 5894-5898 und die dort angefuhrte Literatur verwiesen. Im vorliegenden 
Zusammenhang werden unter "cDNA, die den maturen Bereich von hIL-4 kodiert" 
auch cDNA's verstanden, die bei etwa gleicher Anzahl von Basenpaaren Mutanten 
der konkret im genannten Stand der Technik angegebenen cDNA darstellen, sofern 
die damit vorzusehenden hIL-4-Muteine ebenfalls Antagonisten oder partielle 

30 Agonisten sind. 
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Sequenz liegende Insertionen (d.h. Insertionen innerhalb der EL-4-Sequenz) konnen 
i.a. etwa 1 bis 10 Reste, vorzugsweise 1 bis 5 und optimalerweise 1 bis 3 Reste, 
umfassen. Beispiele fur terminate Insertionen sind IL-4 mit einem N-terminalen 
Methionylrest, ein Artefakt der direkten Expression von IL-4 in einer 
rekombinanten Bakterienzellkultur, die Insertion einer oder mehrerer zusatzlicher 
Aminosauren zwischen Methionin und dem natiirlichen N-Terminus zur besseren 
Abspaltung des Methionins, z.B. durch bakterieneigene Proteasen, und die Fusion 
einer heterologen N-terminalen Signalsequenz an den N-Terminus des EL-4- 
Molekuls zur Fbrderung der Sekretion von reifem IL-4 aus den rekombinanten 
Wirtszellen bzw. die Fusion von Polyaminosauren, z.B. Polyhistidin, zur leichteren 
Isol ierung von IL-4. Diese Signalsequenzen werden in der Regel aus den 
vorgesehenen Wirtszellarten ausgewahlt und sind diesen daher homolog. Geeignete 
Sequenzen sind z.B ompA, ompT, phoA, molE, amp oder pelB fur E. coli-, der 
Alpha-Faktor, Amylase, Invertase, Killer-Toxin sowie Mellitin-Pre-Pro-Peptid fur 
Hefe- und virale Signale wie Herpes gD fur Saugerzellen. 

Zu den weiteren Insertions-Varianten von IL-4 gehoren die Fusion immunogener 
Polypeptide an den N- oder C-Terminus von IL-4, z.B. bakterieller Polypeptide 
wie Beta-Lactamase oder ein durch den E. coii-trp-Locus kodiertes Enzym oder 
ein Hefeprotein, sowie C-terminale Fusionen mit Proteinen mit langer Halbwertzeit 
wie z.B. immunglobulinkonstante Regionen (oder andere Immunglobulin- 
Regionen), Albumin oder Ferritin - vgl. Beschreibung in WO 89/02922 
(veroffentlicht am 6. April 1989). 

Eine weitere Gruppe von Varianten sind diejenigen mit Aminosauresubstitution. 
Bei diesen Varianten ist mindestens ein Aminosaurerest im IL-4-Molekul durch 
einen anderen Rest ersetzt. 

Die naturlich vorkommenden Reste werden auf der Grundlage gemeinsamer 
Scitenketten-Charakteristika in Klassen gegliedert: 

1 ) hvdrophob Met, Ala, Val, Leu, He; 

2) neutral hvdrophil: Cys, Ser, Thr; 

3) sauer Asp. Glu; 

4) basisch Asn, Gin, His, Lys, Arg; 
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Eine geeignete Methode zur Identifizierung bestimmter IL-4-Reste oder -Regionen 
als bevorzugte Mutagenesestellen ist die von Cunningham und Wells (Science, 
244: 1081-1085, 1989) beschriebene "Alanin-Scanning-Mutagenese". Dabei wird 
ein Rest oder eine Gruppe von Target-Resten identifiziert (z.B. geladene Reste wie 
5 Arg, Asp, His, Lys und Glu) und durch eine neutrale oder negativ geladene 
Aminosaure (am besten Alanin oder Polyalanin) ersetzt, um so die Interaktion der 
Aminosauren mit dem benachbarten wassrigen Umfeld innerhalb oder auBerhalb 
der Zelle zu beeinflussen. Die Bereiche, die auf die Substitutionen funktionell 
empfindlich reagieren, werden danach durch die Einfiihrung weiterer oder anderer 
10 Varianten an den oder fur die Substitionsstellen aufgearbeitet. Dies bedeutet, dafi 
zwar die Stelle fur die Einfiihrung einer Aminosauresequenz- Veranderung 
vorbestimmt ist, aber die Art der Veranderung per se nicht vorbestimmt sein muB. 

Um also die Ausfiihrung einer Mutation an einer bestimmten Stelle zu optimieren, 
kann am Target-Codon oder an der Target-Region das Verfahren des "Ala- 
1 5 Scanning" oder der Zufalls-Mutagenese durchgefiihrt werden, wobei die exprimier- 
ten EL-4- Varianten auf die optimale Kombination im Interesse der gewiinschten 
Eigenschaft uberpriift werden. 

Bei der Konstruktion der Aminosauresequenz- Varianten gibt es also zwei 
Hauptvariable: die Stelle der Mutation und die Art der Mutation. 

20 Die GroBe der Deletionen in einer Aminosauresequenz betragt in der Regel etwa 1 
bis 30 Reste, bevorzugt etwa I bis 10 Reste, und sind im Normalfall hinterein- 
anderliegend Im Normalfall betreffen die Deletionen unmittelbar nebeneinander 
liegende Aminosaurereste 

Die Zahl der aufeinanderfolgenden Deletionen wird so gewahlt, daB die 
25 Tertiarstruktur von IL-4 im betroffenen Bereich, z.B Cystein-Crosslinking, Beta- 
Faltblatt-Struktur oder Alpha-Helix, erhalten bleibt. 

Zu den Insertionen in einer Aminosauresequenz gehoren amino- und/oder 
carboxyl-ierminalc Fusionen mit einer Lange von einem einzigen Rest bis zu 
Polypeptiden mtt 100 oder mehr Resten sowie innerhalb einer Sequenz liegende 
30 Insenioncn von einzelnen oder mehreren Aminosaure-Resten. Innerhalb einer 
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die in die gewiinschten Aminosauren translatiert werden. Analog wird bei der 
gewiinschten Deletion des Kohlenhydratgerustes eine oder mehrere der vorhande- 
nen tri-Peptid-Sequenzen (fur N-verknupfte Glycosylierungen) durch Substitution 
oder Deletion des ganzen oder Teilen des tri-Peptids modifiziert. Im Falle von 
5 O-Glycosylierungsstellen kann das Kohlenhydratgeriist durch Substitution oder 
Deletion der entsprechenden Aminosaure deletiert werden. 

Eine weitere Moglichkeit zur Erhohung der Anzahl der Kohlenhydratgeruste in IL- 
4 liegt in der chemischen oder enzymatischen Ankopplung von Glykosiden an das 
Polypeptid. Diese Verfahren sind insofern von Vorteil, als dafi sie die Herstellung 

10 des Polypeptids nicht in einer Wirtszelle mit Glykosylierungsmoglichkeiten fur die 
N- und O-verkniipfte Glykosylierung erfordern. Je nach dem verwendeten 
Kopplungsmechanismus kann (konnen) der (die) Zucker mit (a) Arginin und 
Histidin, (b) freien Carboxylgruppen, (c) freien Sulfhydrylgruppen wie denen von 
Cystein, (d) freien Hydroxylgruppen wie denen von Serin, Threonin oder 

15 Hydroxyprolin, (e) aromatischen Resten wie denen von Phenylalanin, Tyrosin oder 
Tryptophan oder (f) der Amidogruppe von Glutamin verkniipft werden. Diese 
Methoden werden in WO 87/05330, veroffentlicht am 11. September 1987, und 
bei Aplin und Wriston (CRC Crit. Rev. Biochem., S. 259-306 [1981]) beschrieben. 

Zur Entfernung der im nativen EL-4 vorkommenden Kohlenhydratgeruste konnen 
20 neben der oben erwahnten Methode auch chemische oder enzymatische Mittel 
angewandt werden. Bei der chemischen Deglykosylierung ist die Exposition des 
Polypeptids gegeniiber der Verbindung Trifluormethansulfonsaure oder einer 
aquivalenten Verbindung erforderlich. Diese Behandlung fuhrt zur Abspaltung der 
meisten oder aller Zucker mit Ausnahme des verknupfenden Zuckers (N- 
25 Acetylglucosamin oder N-Acetylgalaktosamin), lafit aber das Polypeptid intakt. 
Die chemische Deglykosylierung wird von Hakkimuddin et al., Arch. Biochem. 
Biophys., 259:52 (1987) und von Edge et al., Anal. Biochem., 118:131 (1981) 
beschrieben. Die enzymatische Abspaltung von Kohlenhydratgeriisten in den 
Polypeptiden ist durch die Verwendung einer Reihe. von Endo- und 
30 Exoglykosidasen - beschrieben von Thotakura et al. (Meth. Enzymol., 138:350 
[1987]) - zu erreichen. 
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5) Reste mit Einflufl auf die Kettenorientierung: Gly, 
Pro; und 

6) aromatisch: Trp, Tyr, Phe. 

Nichtkonservative Substitutionen beinhalten den Austausch eines Vertreters einer 
5 dieser Klassen gegen den einer anderen. 

Die Aminosauresubstitution findet u.a. Anwendung bei der Anderung des nativen 
Glycosylierungsmusters des Polypeptids. "Anderung" heiBt Deletion eines oder 
mehrerer der Kohlenhydratgeriiste im nativen IL-4 und/oder Hinzufiigung einer 
oder mehrerer Glycosylierungsstellen, die im nativen IL-4 nicht vorhanden sind. 

10 Die Glycosylierung der Polypetide ist normalerweise entweder N-verkniipft oder 
O-verkniipft. "N-verkniipft" bezieht sich auf die Kopplung des Kohlenhydrat- 
geriists an die Seitenkette eines Asparaginrestes. Die tri-Peptid-Sequenzen 
Asparagin-X-Serin und Asparagin-X-Threonin, wobei X jede Aminosaure mit 
Ausnahme von Prolin sein kann, sind die Erkennungssequenzen fur die 

15 enzymatische Kopplung des Kohlenhydratgeriists an die Asparagin-Seitenkette. Die 
Anwesenheit einer dieser tri-Peptid-Sequenzen in einem Polypeptid schafft 
demzufolge eine potentielle Glykosylierungsstelle. 

"O-verknupft" bezieht sich auf die Kopplung eines der Zucker N- 
Acetylgalactosamin, Galaktose oder Xylose an eine Hydroxyaminosaure, i.a. Serin 
20 oder Threonin, obwohl auch 4-HydroxyproIin oder 5-Hydroxylysin verwendet 
vverden kbnnen. 

Die Hinzufiigung von Glykosylierungsstellen an IL-4 erfolgt problemlos durch 
Anderung der Aminosauresequenz derart, daB diese eine oder mehrere der oben 
beschriebenen tri-Peptid-Sequenzen (fur N-verkniipfte Glykosylierungsstellen) 

25 enthalt. Die Anderung kann ebenso durch Addition oder Substitution von einem 
oder mehreren Serin- oder Threoninresten an die native IL-4-Sequenz (fur O- 
verkniipfte Glykosylierungsstellen) erfolgen. Im Sinne eines einfacheren 
Vorgehens wird die IL-4-Aminosauresequenz vorzugsweise iiber Anderungen auf 
der Ebene der DNA geandert, insbesondere iiber eine Mutation der IL-4- 

}0 kodierenden DNA an vorher ausgewahlten Basen, so daB Codons erzeugt werden, 
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IL-4 kann auch in Mikrokapseln eingeschlossen werden, hergestellt z.B. durch 
Coacervationstechniken oder durch "Grenzschicht-Polymerisierung" ("interfacial 
polymerization") (z.B. Hydroxymethylcellulose- oder Gelatine-Mikrokapseln und 
Poly-[Methylmethacylat]-Mikrokapseln) in kolloidalen Arzneistoff-Freigabe- 
5 systemen (z.B. Liposome, Albumin-Mikrospharen, Mikroemulsionen, Nano- 
Partikel und Nanokapseln) oder in Makroemulsionen. Solche Techniken werden in 
Remington's Pharmaceutical Sciences, 16. Auflage, Osol, A., Hrsg. (1980), 
genannt. 

IL-4-Praparate sind auch bei der Antikorpergewinnung als Standards fur EL-4- 
10 Assays (z.B. durch Markierung von EL-4 zur Verwendung als Standard in einem 
Radioimmunassay, einem enzymgekoppelten Immunassay oder in einem 
Radiorezeptorassay), in Affinitats-Reinigungstechniken und in Rezeptorbindungs- 
Assays (vom kompetitiven Typ) bei Markierung mit Radioiod, Enzymen, 
Fluorophoren, "spin labels" usw. geeignet. 

15 Da die Voraussage der Eigenschaften einer EL-4- Variante schwierig ist, ist es 
verstandlich, daB ein gewisses "Screening" der erhaltenen Variante notwendig ist, 
urn die optimale Variante zu erreichen. So wird z.B. eine Anderung im 
immunologischen Charakter des IL-4-Molekuls, z.B. die Affinitat fur einen 
bestimmten Antikorper, durch einen kompetitiven Immunassay gemessen. Die 

20 Variante wird auf Veranderungen bei der Verminderung oder Verstarkung ihrer 
Aktivitat - verglichen mit der im gleichen Assay fur das nativen IL-4 festgestellten 
Aktivitat - uberpriift. Andere potentielle Veranderungen der Protein- oder 
Polypeptid-Eigenschaften - wie z.B. der Redox- oder der thermischen Stabilitat, 
der Hydrophobizitat, der Empfindlichkeit gegeniiber proteolytischem Abbau, der 

25 Stabilitat in der rekombinanten Zellkultur oder im Plasma oder auch der Tendenz, 
mit "Carriern" oder zu Multimeren zu aggregieren - werden durch Methoden 
bestimmt, die Stand der Technik sind. 
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Die Glykosylierung an den potentiellen Glykosylierungsstellen kann durch 
Verwendung der Verbindung Tunicamycin - beschrieben von Duskin et al. (J. 
Biol. Chem., 257:3105 [1982]) - verhindert werden. Tunicamycin blockiert die 
Bildung von Protein-N-Glykosid-Verknupfungen. 

5 Ein weiterer Typ einer kovalenten Modifikation von IL-4 schliefit die Verknupfung 
von EL-4 an verschiedene Nicht-Protein-Polymere, z.B. Polyethylenglykol, Poly- 
propylenglykol oder Polyoxyalkylene, in der Art und Weise ein, wie sie in den 
US-Patenten Nr. 4,640,835; 4,496,689; 4,301,144; 4,670,417; 4,791,192 oder 
4,179,337 beschrieben wird. 

10 Das zur Quervernetzung verwendete Agens, der Substitutionsgrad und die 
Reaktionsbedingungen wird durch Experimente mit bifunktionellen Agentien 
ausgewahlt, vorzugsweise mit einer Reihe von Reagenzien, von denen jedes mit 
einer anderen Seitenkette reagiert. 

Eine bevorzugt genutzte Moglichkeit zur Verbesserung der Halbwertzeit von in 

15 vivo zirkulierenden Proteinen ist dessen Konjugation an ein Polymer, das ihm eine 
langere Halbwertzeit verleiht. So hat sich z.B. die Konjugation von 
Polyethylenglykol (PEG) an Cl-NH als eine ausgezeichnete Moglichkeit zur 
Verlangerung der Halbwertzeit erwiesen. PEG ist ein nicht immunogenes, lineares, 
ungeladenes Polymer mit drei Wassermolekulen pro Molekul Athylenoxid, so dafi 

20 sich die hydrodynamischen Eigenschaften der konjugierten Molekule dramatisch 
andern konnen (Maxfield et al., Polymer, 16:505-509 (1975); Bailey, F.E., et al, 
in: Nonionic surfactants [Schick, M.J., Hrsg] S. 794-821, 1967). Mehrere 
therapeutisch verwendete Enzyme wurden mit dem Ziel einer wirksamen Erhohung 
der In-vivo-Halbwertzeit mit PEG verknupft (Abuchowski, A. et al., J. Biol. 

25 Chem. 252:3582-3586, 1977; Abuchowski, A. et al., Cancer Biochem. Biophys., 
7:175-186, 1984). Die PEG- Verknupfung von IL-2 (Interleukin-2) soli nicht nur 
dessen Zirkulations-tfberlebensdauer verlangern, sondern auch dessen Potenz 
erhohen (Katre, N.V. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 84:1487-1491 (1987); Goodson, 
R. et al., Bio/Technology, 8:343-346, 1990). Fur die PEG- Verknupfung anderer 

30 Molekule ist eine Verminderung der Immunogenitat und der Toxizitat mitgeteilt 
worden (Abuchowski, A. et al., J. Biol. Chem., 252:3578-3581, 1977). 
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Therapeutische Formulierungen des IL-4-Antagonisten werden zur Lagerung 
dadurch zubereitet, daI3 der IL-4- Antagonist nach Erreichen des gewunschten 
Reinheitsgrades mit physiologisch akzeptablen "Carriern", Hilfsstoffen oder 
Stabilisatoren (Remington's Pharmaceutical Sciences, a.a.o.) in Form eines 
5 Lyophilisats oder von wassrigen Losungen gemischt wird. Akzeptable "Carrier", 
Hilfsstoffe oder Stabilisatoren sind fur die Empfanger bei den angewendeten 
Dosierungen und Konzentrationen nicht toxisch; dazu gehoren Puffer wie 
Phosphat, Zitrat und andere organische Sauren; Antioxidantien wie z.B. 
Ascorbinsaure; niedermolekulare Polypeptide (weniger als etwa 10 Reste), Proteine 

10 wie Serumalbumin, Gelatin oder Immunglobuline; hydrophile Polymere wie 
Polyvinylpyrrolidon; Aminosauren wie Glycin, Glutamin, Asparagin, Arginin oder 
Lysin; Monosaccharide, Disaccharide und andere Kohlenhydrate, z.B. Glukose, 
Mannose oder Dextrine; Chelatbildner wie EDTA; Zuckeralkohole wie Mannitol 
oder Sorbitol; salzbildende Gegenionen wie Natrium und/oder nicht-ionische 

15 oberflachenaktive Stoffe wie Tween, Pluronics oder Polyethylenglykol (PEG). 

Ein IL-4-Antagonist zur in-vivo-Anwendung muf3 steril sein. Dies wird leicht 
erreicht durch Filtration iiber sterile Membranfilter, entweder vor oder nach der 
Lyophilisierung und Rekonstitution. Gelagert wird der IL-4-Antagonist 
normalerweise in lyophilisierter Form oder in Losung. 

20 Geeignete Beispiele fur Zubereitungen mit verzogerter Freisetzung sind z.B. 
semipermeable Matrizen aus festen hydrophoben Polymeren, die das Protein 
enthalten; bei diesen Matrizen handelt es sich um geformte Artikel ("shaped 
articles"), z.B. Filmtabletten oder Mikrokapseln. Beispiele fur Matrizen mit 
verzogerter Freisetzung sind Polyester, Hydrogele [z.B. Poly (2-hydroxy ethyl - 

25 methacrylat) - beschrieben von Langer et al., J. Biomed. Mater. Res., 15:167-277 
(1981] und Langer, Chem. Tech., 12:98-105 [1982] -oder Poly(vinylalkohol)], 
Polyactide (US-Pat. Nr. 3,773,919, EP 58,481), Copolymere aus L-Glutaminsaure 
und Gamma-ethyl-L-glutamat (Sidman et al., Biopolymers, 22:547-556 [1983]), 
merit abbaubarcs Ethylen-vinyl-acetat (Langer et al., a.a.o ), abbaubare Milchsaure- 

;(1 GK kolsaurL'-C'opolymere wie Lupron DepofTM (injizierbare Mikrospharen aus 
Mikhsaurt Gl\ kol saure-Copolymer und Leuprolidazetat) und Poly-D-(-)-3- 
ersaure (EP 133,988). Wahrend Polymere wie Ethylenvinylacetat und 
Milchsaufc-Glvkolsaure die Freisetzung der Molekule uber mehr als 100 Tage 
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THERAPEUTISCHE FORMULEERUNGEN UND VERABREICHUNG VON 
EL-4 

Die erfindungsgemafien Verbindungen inhibieren entweder Interleukin-4-ver- 
mittelte Prozesse oder konkurrieren mit dem hIL-4. Sie eignen sich deshalb zur 
Behandlung von uberschieBenden bzw. fehlgesteuerten Immunreaktionen und 
Autoimmunerkrankungen. Dazu zahlen auch Immundefizienzen sowohl primarer 
als auch sekundarer Art. Dariiber hinaus kann der Antagonist sowohl bei 
Transplantationen als auch bei der pallitativen Therapie von Tumorerkrankungen 
eingesetzt werden. Dazu gehoren beispielsweise: 
Allergien 

(Blockierung der Primar- und der IgE vermittelten 

Antwort; Desensibilisierung bei bekannter Allergie; Atopische 
Erkrankungen; Linderung bei Asthma Anfallen; Hyper IgE Syndrom). 
Transplantationen 

(Reduktion der HLA-DR Expression bei 

Organtransplantation, Suppression der GVHD, Einsatz beim Purgen von 
Knochenmark) 

Leukamien und solide IL-4 Rezeptor exprimierende 
Tumoren 

(Reduktion einer uberschiefienden autokrinen EL-4 
Produktion; Hemmung des Tumorwachstums) 
Gegenregulation bei Oberproduktion von Thrombozyten 
Therapie von Gerinnungsstorungen 
(via Monozytenblock) 

Verwendung bei Storungen des Lipidstoffwechsels 
Korrektur bei Storungen des Kohlehydrathaushalts 
Verbesserung des Immunstatus bei Infektionen 
(Sepsis) 

Aufgrund seiner guten Wasserloslichkeit kann das IL-4-Mutantenprotein sowohl 
svstemisch al.s auch lokal d h topisch eingesetzt werden, u.a. inhalativ als Spray. 
Auch eine Formuherung als Depotpraparat ist moglich. Bei alien Therapieformen 
rst sowohl an eine Kurzzeittherapie als auch an eine Dauertherapie zu denken. 
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Beispiel 1 

Entfernung potentieller N-GIykosilierungsstellen in hEL-4-Mutantenproteinen 

In der natiirlichen hDL-4-Aminosauresequenz sind zwei Asparagin-gekoppelte 
Glykosylierungsstellen in den Aminosaure-Positionen 38 und 105 vorhanden. Die 
5 entsprechenden Codons im Strukturgen konnen gegen solche fur Asparaginsaure 
ausgetauscht werden. Dadurch umterbleibt bei Expression des Gens in 
Hefestammen eine N-Glykosylierung des resultierenden hIL-4-Mutantenproteins. 

Die Durchfuhrung der beiden Codon-Austausche ("site-directed mutagenesis") im 
Strukturgen fur hIL-4-Mutantenproteine erfolgte nach der Methode von Deng und 
10 Nickoloff [Anal. Biochem. 200:81 (1992)] unter Verwendung des Klonierungs- 
Vektors pUC18. Die synthetischen Oligonucleotide, die fiir die Anderung des 
Strukturgens erforderlich waren, hatten folgende Sequenzen: 

a) fiir den Austausch Asparagin gegen Asparaginsaure in Position 38: 
5' - GCC TCC AAG GAC ACA ACT GAG -3' 

15 b) fiir den Austausch Asparagin gegen Asparaginsaure in Position 105: 
5' - GTG AAG GAA GCC GAC CAG AGT ACG -3'. 

Die in den angegebenen Nukleotidsequenzen unterstrichenen Positionen markieren 
die Codons fiir Asparaginsaure. 

Durch DNA-Sequenzierung wurde der Codon-Austausch in der Nukleotidsequenz 
20 bestatigt. Das geanderte Strukturgen wurde in Hefe-Expressionsvektoren inseriert 
und in geeigneten Stammen zur Expression gebracht. 
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ermbglichen, erfolgt die Freisetzung der Proteine bei einigen Hydrogelen iiber 
kiirzere Zeitraume. Verweilen gekapselte Proteine uber langere Zeitraume im 
Korper, so konnen sie durch Feuchtigkeit bei 37 C denaturieren oder aggregieren, 
woraus sich ein Verlust an biologischer Wirksamkeit und mogliche Veranderungen 
5 in der Immunogenitat ergeben. Zur Stabilisierung der Proteine lassen sich je nach 
dem in Frage kommenden Mechanismus sinnvolle Strategien entwickeln. Stellt 
sich z.B. heraus, daJ3 der Mechanismus, der zur Aggregation fuhrt, auf einer 
intermolekularen S-S-Briickenbildung durch Thiodisulfid-Austausch beruht, laflt 
sich die Stabilisierung durch Modifizierung der Sulfhydrylreste, Lyophilisierung 
10 aus sauren Lbsungen, Kontrolle des Flussigkeitsgehaltes, Verwendung geeigneter 
Zusatzstoffe und Entwicklung spezieller Polymer-Matrix-Zusammensetzungen 
erreichen. 

Zu den Formulierungen eines EL-4-Antagonisten mit verzogerter Freisetzung 
gehbren ebenso in Liposomen eingeschlossene IL-4-Antagonisten. IL-4- 

15 Antagonisten enthaltende Liposome werden mit per se bekannten Methoden 
hergestellt: DE 3,218,121; Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:3688- 
3692 (1985); Hwang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4030-4034 (1980); EP 
52,322; EP 36,676; EP 88,046; EP 143,949; EP 142,641; japanische 
Patentanmeldung 83-118008; US-Pat. Nr. 4,485,045 und 4,544,545; sowie EP 

20 102,324. Die Liposome sind in der Regel vom kleinen (etwa 200-800 Angstrom) 
unilamellaren Typ mit einem Lipidgehalt von mehr als etwa 30 Mol-% 
Cholesterol, wobei der Anteil fur die optimale EL-4- Antagonisten jeweils angepaftt 
wird. Liposome mit einer verlangerten Zirkulationszeit werden im US-Pat. Nr. 
5,013,556 offengelegt. 

25 Eine weitere Anwendung der Erfindung betrifft den Einbau von IL-4- Antagonisten 
in "geformte Artikel". Diese konnen zur Modulierung oder Verhinderung des 
Auftretens eines Schocks eingesetzt werden. 
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Die Expression und Reinigung des Proteins fuhrte zu einem IL-4 Mutein, dem das 
N-terminale Methionin fehlt. 

Beispiel 3: 

Fermentation der Hefezellen 

5 Nahrlosungen: 



Zur Kultivierung der hIL4-Mutantenproteine exprimierenden Hefezellen wurden 
die folgenden Nahrlosungen verwendet: 





Nahrlosung 


Einsatzstoff 


SD2 


Sc6 


Bacto Yeast Nitrogen Base 


6,7 g/1 




Difco Hefeextrakt 




20,0 g/1 


Glucose 


20,0 g/1 


5,0 g/1 


KH 2 P0 4 


6,7 g/1 


1,4 g/1 


(NH 4 ) 2 S0 4 




2,0 g/1 


MgS0 4 x 7 H 2 0 




0,5 g/1 


Antischaummittel PPG 2000 




0,1 g/1 



Die Einsatzstoffe wurden in demineralisiertem Wasser angesetzt und der pH-Wert 
auf pH 5,5 eingestellt. Die Sterilisation erfolgte fur 20 min bei 121°C. Glucose 
wurde in 1/5 des erforderlichen Volumens in demineralisiertem Wasser gelbst, 
getrennt sterilisiert und nach dem Abkiihlen zur iibrigen Nahrlosung gegeben. 
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Beispiel 2 

Insertion einer Aminosaure in der Position (+ 2) zur Herstellung eines EL-4 
Muteins ohne N-terminalem Methionin in E. coli 

Zur Herstellung eines IL-4-Muteins, dem das N-terminale Methionin fehlt, wurde 
5 in der Position (+ 2) eine Aminosaure eingefiihrt, die zur Abspaltung des N- 
terminalen Methionins in E. coli durch eine spezifische Methionin Aminopeptidase 
fuhrt (Flinta et al., Eur. J. Biochem. 154, 193 - 196, 1986). Zu diesem Zweck 
wurde der Vektor RPR9-IL4-Y 124D (Anlage 1) mit den Restriktionsendo- 
nucleasen Xhol und BamHI geschnitten. Das hierbei entstehende ca. 450 Bp lange 

10 DNA Fragment, das die Sequenzinformationen fur das EL4Y124D Gen und ein 
kurzes (ca. 50 Bp langes) Fragment aus der atpE Region des Vektors tragt, wurde 
iiber Agarosegelektrophorese gereinigt und in den mit Sail und BamHI 
geschnittenen Vektor M13mpl8 umkloniert. Einzelstrangige DNA wurde 
hergestellt und einer 'in vitro Mutagenese Reaktion' mit folgendem Oligonukleotid 

15 unterzogen: 

5* CTGGAGACTGCCATGGCCCACAAGTGCGATATCACC 3'. 



Durch diese Mutagenese wird in der Position (+ 2) des IL4Y124D Gens die 
Aminosaure Alanin (Codon GCC) eingefiigt. AuBerdem wird am 5'-Ende des Gens 
eine Ncol Schnittstelle (CCATGG) eingefiihrt, um das anschlieBende Screening 
20 und die Klonierung in einem Expressionsvektor zu erleichtern. Das 'Screening' der 
Plaques erfolgte durch eine Restiktionsanalyse ausgehend von doppelstrangiger 
Ml 3 RF DNA (Replikative Form). Positive Klone konnten durch einen 
Restritionsverdau mit den Enzymen Ncol und BamHI identifiziert werden. Die 
korrekte Sequenz wurde zusatzlich durch eine Sequenzierung bestatigt. 

25 Ein ca. 400 Bp langes DNA Fragment wurde mit Ncol und BamHI aus einem 
ausgewahlten M13mpl8 Klon herausgeschnitten, iiber Agarosegelelektrophorese 
gereinigt und in den ebenfalls mit Ncol und BamHI geschnittenen Vektor pTrc99A 
(kommerziell erhaltlich von Pharmacia P-L Biochemicals) kloniert. Mit dem aus 
dieser Klonierung resultierenden Vektor pAPHlOO (IL4Y125D) wurden E. coli 

30 Zellen (TGI) transformiert und auf Ampicillin-haltigem Nahrboden selektioniert. 
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Bei Verwendung des induzierten Gal 1 0-Promotors oder eines Derivats des GallO- 
Promotors erfolgte die Induktion durch Wechsel des Kohlenhydrats in der 
Futterlosung von Glucose (500 g/1) zu Galaktose (500 g/1). Die weitere Kontrolle 
der Futterungsrate erfolgte dann nicht uber den RQ-Wert. Die Futterungsrate 
5 wurde manuell auf den doppelten Wert der Futterungsrate zum Zeitpunkt der 
Induktion eingestellt. Die Induktion des Gal 1 0-Promotors erfolgte iiblicherweise 
nach etwa 48 Std. Fermentationsdauer. 

Zellernte: 

Nach Beendigung der Fermentation (80-120 Std.) wurde der Fermenterinhalt auf 
10 10-15°C abgekuhlt und im Falle der intrazellularen Expression die Hefezellen 
durch Standard-Zentrifugationstechniken (z.B. Becherzentrifuge) geerntet. Die nach 
der Zentrifugation erhaltene Zellmasse wurde durch direktes Eintropfen in 
fliissigen Stickstoff cryopelletisiert und bei -80°C gelagert. Die Produktauf- 
arbeitung erfolgte aus der so behandelten Biomasse. Bei Sekretion des heterologen 
15 Proteins in die Kulturbriihe erfolgte eine Abtrennung der Hefezellen aus der 
Kulturbriihe durch Standard-Zentrifugationstechniken (z.B. Becherzentrifuge) oder 
mittels Querstrom-Mikrofiltration (z.B. Filtron-Minisette-System). Falls erforder- 
lich wurde die Kulturbriihe sterilfiltriert. Die weitere Produktaufarbeitung erfolgte 
aus der zelllfreien Kulturbriihe. 
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Stammkonserven : 

Stammkonserven aller Hefetransformanten wurden durch Abfullung von 2-ml- 
Aliquots einer Vorkultur und Lagerung in fliissigem Stickstoff angelegt. 

Vorkulturen: 

Die Vorkulturfermentationen wurden in l-Ltr.-Schiittelkolben, gefullt mit 200 ml 
SD2-Nahrldsung durchgefuhrt. Die Beimpfung erfolgte mit einer Stammkonserve 
oder mit einer Einzelkolonie von einer SD2-Agarplatte. Die Kulturen wurden unter 
standigem Schutteln fur 2-3 Tage bei 26-30°C inkubiert. 

Hauptkulturfermentationen: 

Die Hauptkulturfermentationen wurden unter Verwendung von 10-Ltr - 
Riihrkesselfermentern in Sc6-Nahrl6sung durchgefuhrt. Die Beimpfung erfolgte mit 
3-5 Vol% einer Vorkultur, wobei vor der Beimpfung die Biomasse aus der 
Vorkultur abzentrifugiert und in Sc6-Medium resuspendiert wurde. Die 
Fermentationsbedingungen fur die 10-Ltr-Hauptkultur waren wie folgt: 

Temperatur 26-30°C 
Riihrerdrehzahl 600 rpm 

Belufungsrate 0,5 vvm 



Ab einer Fermentationszeit von 5 Std. wurden die Kulturen kontinuierlich mit 

Glucose und Hefeextrakt gefiittert Die Fiitterungsrate wurde iiber den 

Respiratorischcn Quotienten (RQ-Wert) der Kultur geregelt Der RQ-Sollwert 
betrug 1,0 Die Futterlosung hatte folgende Zusammensetzung: 



Die llestandteile warden getrennt, in demineralisiertem Wasser gelost und fur 20 
min bei I2I U C stenlisiert. Nach dem Abkiihlen wurden beide Losungen vereinigt. 



pH-Sollwert 



5,5 (Korrektur mit 5 N NaOH und 5 N H 2 S0 4 ) 



Glucose 



Difco-I leleextrakt 



500 g/I 
75 g/I 
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1-5 Vol% einer Vorkultur, wobei vor der Beimpfung die Biomasse aus der 
Vorkultur abzentrifugiert und in frischem LB-Medium resuspendiert wurde. Die 
Fermentationsbedingungen fur die 10 Ltr.-Hauptkultur waren wie folgt: 

Start-Temperatur 30°C (bei Verwendung temperaturinduzierbarer 

Promotoren) 

37°C (bei Verwendung EPTG-induzierbarer Vektoren) 
Ruhrerdrehzahl 500 rpm 

Beliiftungsrate 0,5 wm 

Zur Verfolgung des Biomassenwachstums wurden im Abstand von ca. 1 Std. aus 
der Kulturbriihe sterile Proben entnommen und die optische Dichte bei 600 nm 
(OD600) bestimmt. Bei Erreichen einer OD600 von 0,8 - 1,2 erfolgte die 
Induktion der Kulturen. In Abhangigkeit vom gewahlten Promotor wurde wie folgt 
induziert: 

Temperaturinduktion: Erhohung der Fermentationstemperatur von 

30°C auf 42°C 

IPTG-Induktion: Sterile Zugabe von Isopropyl-13-D-thiogalacto- 

pyranosid (EPTG) ad 0,4 mM 

Die Induktionszeit betrug typischerweise 4-8 Std. 

Zellernte: 

Nach Beendigung der Fermentation (6-14 Std.) wurde der Fermenterinhalt auf 
10-15°C abgekuhlt und die Bakterienzellen durch Standard-Zentrifugations- 
techniken (z.B. Becherzentrifuge) geerntet. Die nach der Zentrifugation erhaltene 
Zellmasse wurde gegebenenfalls im eingefrorenen Zustand zwischengelagert. Die 
Produktaufarbeitung erfolgte aus der so gewonnenen Biomasse. 
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Beispiel 4 

Fermentation von £. coli 

Nahrlosungen: 

Die Kultivierung der hIL4-Mutantenproteine exprimierenden E.coli-Transformanten 
5 erfolgte in LB-Nahrlosung folgender Zusammensetzung: 

Bacto Try ton 10 g/1 

Bacto Hefeextrakt 5 g/1 
NaCl 10 g/1 

Die Bestandteile wurden in deionisiertem Wasser gelost und fur 20 min bei 121°C 
10 sterilisiert. Vor der Beimpfung wurde der Nahrlosung ein zur Selektion der 
Transformanten geeignetes Antibiotikum (z.B. 100 mg/1 Na-Ampicillin oder 50 
mg/1 Kanamycinsulfat in Abhangigkeit von dem im Vektor verwendeten 
Selektionsmarker) steril zugefugt. 

Stammkonserven : 

1 5 Stammkonserven aller E. coli-Transformanten wurden durch Abfullung von 2 ml- 
Aliquots einer Vorkultur und Lagerung in fliissigem Stickstoff angelegt. 

Vorkulturen: 

Die Vorkulturfermentationen wurden in 1 Ltr-Schuttelkolben, gefullt mit 200 ml 
LB-Nahrlosung durchgefiihrt. Die Beimpfung erfolgte mit einer Stammkonserve 
20 oder mit einer Einzelkolonie von einer LB-Agarplatte. Die Kulturen wurden unter 
standigem Schutteln fur 12 - 18 Std. bei 30°C inkubiert. 

I lauptkultmTermentationen: 

Die Hauptkul turfermentationen wurden unter Verwendung von 10 Ltr- 
Ruhrkesselfermcntern in LB-Nahrlosung durchgefiihrt. Die Beimpfung erfolgte mit 
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Beispiel 7 

Expression von Interleukin-4-Mutantenproteinen in E. coli unter Verwendung 
induzierbarer Promotoren 

E.coli-Transformanten mit einerri Expressionsvektor enthaltend ein fur ein hIL-4- 
5 Mutantenprotein kodierendes Gen und einen temperaturinduzierbaren Promotor 
(z.B. kpL-Promotor oder ein Derivat des ^pL-Promotors) wurden im 10 Ltr. 
Mafistab in LB-Nahrlosung kultiviert. Die Selektion der vektorhaltigen Zellen 
erfolgte durch Zuabe von 100 mg/1 Na-Ampicillin zur LB-Nahrlosung ( = LB+ 
Amp-Nahrlosung). Die Beimpfung der Hauptkulturansatze erfolgte mit 5 Vol% 

10 einer 14 Std. alten in LB+Amp-Nahrlosung kultivierten Vorkultur. Die 
Fermentationstemperatur betrug bei Beginn der Fermentation 30°C und wurde zur 
Induktion des temperatursensitiven Promotors nach Erreichen einer OD600 von 0,8 
- 1,2 auf 42°C erhoht. Wahrend der Fermentation erfolgte die qualitative Priifung 
auf Expression des hIL-4-Mutantenproteins mittels SDS-PAGE. Nach einer 

15 Induktionsdauer von 4-6 Std. erfolgte die Beendigung der Fermentation durch 
Kiihlung der Kulturbriihe auf 10-15°C. Die bei Fermentationsende erzielte 
Biomassekonzentration betrug ca. 5 g/1 FG. Die E. coli-Zellen wurden durch 
Zentrifugation in der Becherzentrifuge geerntet (15 min., 6500 x g, 4°C) und die 
Zellmasse durch direktes Eintropfen in flussigen Stickstoff cryopelletisiert. Die 

20 weitere Lagerung der so tiefgefrorenen Biomasse erfolgte bei -80°C. Die 
Produktaufarbeitung erfolgte aus der so behandelten Biomasse. 

Analog zu diesem Verfahren konnen auch andere induzierbare Promotoren zur 
Expression von hIL-4-Mutantenproteinen in E. coli eingesetzt werden. In 
Abhangigkeit von der Art des gewahlten Promotors muB eine geeignete 
25 Induktionstechnik verwendet werden. 

Beispiel 8 

Aufarbeitung eines IL-4-Mutantenproteins 

ZeliaufschluB und Isolierunu der "inclusion bodies" 

25 g E. coli Feuchtmasse aus Beispiel 7 wurden in 200 ml Puffer (0.1 M 
30 Phosphatpuffer, pH 7,3, 0.1% Triton, 1 mM EDTA, 1 ug/ml Pepstatin) 
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Beispiel 5 

Expression von Interleukin -4-Mutantenproteinen in Hefezellen unter 
Verwendung konstitutiver Promotoren 

Hefetransformanten mit einem Expressionsvektor enthaltend ein fiir ein hEL-4- 
5 Mutantenprotein kodierendes Gen und einen konstitutiven Promotor (z.B. Alpha- 
Mating-Faktor-Promotor, GAPDH-Promotor, TPI-Promotor) wurden im 10 Ltr.- 
MaBstab bei 28°C kultiviert. Wahrend der Fermentation erfolgte die qualitative 
Priifung auf Expression des hIL-4-Mutantenproteins mittels SDS-PAGE. Die 
Fermentationsdauer betrug 96 Std. Die bei Fermentationsende erzielte Biomasse- 
10 konzentration lag ei 27 g/1 TG. Nach Abtrennung der Zellen durch Zentrifugation 
(15 min, 6.500 x g, 4°C) und Sterilfiltration erfolgte die Produktaufarbeitung aus 
der zellfreien Kulturbriihe. 

Beispiel 6 

Expression von Interleukin-4-Mutantenproteinen in Hefezellen unter 
15 Verwendung induzierbarer Promotoren 

Hefetransformanten mit einem Expressionsvektor enthaltend ein fiir ein hEL-4- 
Mutanatenprotein kodierendes Gen und einen induzierbaren Promotor (z.B. GallO- 
Promotor oder ein Derivat des Gal 1 0-Promotors) wurden im 10 Ltr. Maflstab bei 
28°C kultiviert. Nach einer Fermentationsdauer von 48 Std. erfolgte die Induktion 

20 durch Wechsel des in der Futterlosung verwendeten Kohlenhydrats von Glucose 
nach Galaktose. Wahrend der Fermentation erfolgte die qualitative Priifung auf 
Expression des hIL-4-Mutantenproteins mittels SDS-PAGE. Die Fermentations- 
dauer betrug 96 Std. Die bei Fermentationsende erzielte Biomassekonzentration 
betrug 24 g/1 TG. Nach Abtrennung der Zellen und Sterilfiltration erfolgte die 

25 Produktaufarbeitung aus der zellfreien Kulturbriihe. 

Analog zu diesem Verfahren konnen auch andere induzierbare Promotoren zur 
Expression von hIL-4-Mutantenproteinen eingesetzt werden. In Abhangigkeit von 
der Art des gewahlten Promotors muB eine geeignete Induktionstechnik eingesetzt 
werden. 
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einer FluCrate von 300 ml/h eluiert. Produkthaltige Fraktionen wurden mittels 
SDS-PAGE oder analytischer RP-Chromatographie identifiziert. 

Endreinigung 

Der Pool der CM-Sepharose wurde auf eine mit 0,1% TFA equilibrierten Vydac 
5 C-4 Saule (1 x 25 cm, 10 um) aufgetragen und mit einem steigendcn 
Acetonitrilgradienten eluiert. Fraktionen, die Reinprodukt enthielten, wurden 
vereinigt und lyophilisiert. 
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aufgenommen und durch Ultraschall (Branson Sonifier B 15) aufgeschlossen. Die 
das Produkt enthaltenden "inclusion bodies" wurden mittels Zentrifugation (35.000 
x g, 20 min.) gewonnen und im AufschiuBpuffer,der zusatzlich 4 M Hamstoff 
enthielt, gewaschen. 



Die gewaschenen "inclusion bodies" wurden in 125 ml Puffer (0,2 M Tris, pH 8,1, 
8 M Guanidinhydrochlorid) solubilisiert. 4 g Natriumsulfit und 2 g Kaliumtetra- 
thionat wurden zugegeben, und die Reaktionsmischung 2 h geriihrt. Ungeloste 
Bestandteile wurden nach Beendigung der Reaktion durch Zentrifugation entfernt 
10 (35.000 x g, 20 min.). 

Getfiltration 

Der Uberstand wurde auf eine Gelfiltrationssaule (Sephacryl-S-300 HR, 
Pharmacia, 10 x 90 cm) aufgetragen und in PBS-Puffer, der 6 M Guanidinhydro- 
chlorid enthielt, mit einer FluBrate von 280 ml/h gelfiltriert. Produkthaltige 
15 Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE identifiziert und vereinigt. 

Ren aturie rung 

Zur Reduktion der Molekiile wurde B-Mercaptoethanol (Endkonzentration 15 mM) 
hinzugegeben. Nach zwei Stunden Inkubation bei Raumtemperatur wurde der 
Ansatz 5fach mit Wasser verdiinnt und 3-4 Tage gegen Puffer (3 mM NaH 2 P0 4 , 
20 7 mM Na 2 HP0 4 , 2 mM KCI, 120 mM NaCl) dialysiert. 

Konzentrierun t; 

Das dialysierte Material wurde mit Essigsaure auf pH 5 eingestellt und die 
Leitfahigkeit durch Zugabe von Wasser auf < 10 mS/cm verringert. 50 ml CM- 
Sepharose-R (Pharmacia), equilibriert mit 25 mM Ammoniumacetat, pH 5,0, 
25 wurden unter Kuhren zum Ansatz gegeben. Ungebundenes Material wurde 
abfiltriert. und das Gel in eine Saule gefullt. Das Produkt wurde mit einem 
Imearen Gradicntcn von 0-1 M NaCl in 25 mM Ammoniumacetat, pH 5,0, mit 



5 



Solubilisierung und Sulfitolvse des Produkts 
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CATGCACAAG TGCGAT 

(2) INFORMATION ZU SEQ ED NO: 2: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTEKA: 

(A) LANGE: 12 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iii) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(C) INDIVIDUUM ISOLAT: synthetisch 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
ATCGCACTTG TG 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einze! 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iii) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(C) INDIVIDUUM ISOLAT: synthetisch 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
GCCTCCAAGG ACACAACTGA G 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALGEMEINE INFORMATION: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Bayer AG 

(B) STRASSE: Bayerwerk 

(C) ORT: Leverkusen 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: D-51368 

(G) TELEPHON: 0214/3061455 

(H) TELEFAX: 0214/303482 

(ii) ANMELDETITEL: Neue hIL4-Mutantenproteine als Antagonisten 
oder partielle Agonisten des humanen Interleukin 4 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 5 

(iv) COMPUTER-LESBARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBS SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (EPA) 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERJSTIKA: 

(A) LANGE: 16 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iii) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(C) INDIVIDUUM ISOLAT: synthetisch 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
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Patentansprtiche 

1. Humane Interleukin-4-Mutantenproteine als Antagonisten oder partielle 
Agonisten des humanen Interleukin 4, dadurch gekennzeichnet, da/3 neben 
Austauschen in den Positionen 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127 oder 
128 zusatzliche Modifikationen am N- und/oder C-Terminus vorhanden 
sind, und/oder dafl potentielle Glycosylierurtgsstellen im Molekiil deletiert 
sind und/oder daB das Mutantenprotein mit einem Nicht-Protein-Polymer 
gekoppelt ist. 

2. Arzneimittel, die Substanzen nach Anspruch 1 enthalten. 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iii) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(C) INDIVTDUUM ISOLAT: synthetisch 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
GTGAAGGAAG CCGACCAGAG TACG 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 36 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iii) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(C) INDIVTDUUM ISOLAT: synthetisch 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
CTGGAGACTG CCATGGCCCA CAAGTGCGAT ATCACC 
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Sail 



F i g u r 1 



Neue hEL-4-Mutantenproteine als Antagonisten oder partielle Agonisten des 



humanen Interleukin 4 



Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue hDL-4-Mutantenproteine, Verfahren zu 
ihrer Herstellung, sowie ihre Verwendung als Arzneimittel, insbesondere bei 
uberschieCenden fehlgesteuerten Immunreaktionen und Autoimmunerkrankungen. 
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